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1 はじめに

平成 20年 6月 3日食安発第 0603001号厚生労働省医薬

食品局食品安全部長通知 1）により，アレルギー疾患を有

する者の健康危害の発生を防止する観点から，「えび」又

は「かに」を原材料とする加工食品にあっては，これら

を原材料として含む旨を表示することとなった（平成 20

年 6月 3日施行，ただし平成 22年 6月 3日まで猶予）。こ

れを受け，岡山県でも県内で製造される加工食品につい

て，表示が適正におこなわれているか確認する目的で，

平成14年11月6日付け，食発第1106001号厚生労働省医

薬局食品保健部長通知 2）に示された検査方法（以下通知

法）に従い，ELISA法によるアレルギー物質を含む食品

の試買調査を実施した。調査を行った加工食品で陽性を

示した検体について，PCR法による確認検査を実施し若

干の知見を得たので報告する。また，通知法で示された

アガロースゲル電気泳動法の他に，マイクロチップ電気

泳動法も実施したので，その概要についても報告する。

2 実験方法

2.1 試料

平成21年6月に，岡山県食品衛生監視指導計画 3）に則

り，岡山県内で購入した検体（キムチ）について検査を行

った。比較のために分析した試料は，岡山市内で適宜購

入した。

2.2 試薬等

甲殻類キット「マルハ」：株式会社マルハニチロ食品

FAテストEIA–甲殻類「ニッスイ」：日水製薬株式

会社製

アレルゲンチェッカー「動物共通」：オリエンタル酵

母株式会社製

えび検出用プライマー対，甲殻類検出用陽性コントロ

ールプラスミド：株式会社ファスマック社製

DNeasy Plant Miniキット，RNaseA：QIAGEN社製

Ampl i t aqTMGo ld，PCR 緩衝液，dNTPmix，

MgCl2：アプライドバイオシステムズ社製

TAE緩衝液：同仁化学研究所製

滅菌水：蒸留水を超純水製造装置MilliQで精製し，

121℃ 20分オートクレーブ滅菌したものを使用した

20 bp DNA Ladder：タカラバイオ㈱社製

φ× 174 DNA/Hae Ⅲ Markers：Promega社製

試薬キット DNA_1000：島津製作所製

SYBR Gold：インビトロジェン社製
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要　　旨

原材料に「あみ」を含む加工食品の，アレルギー物質を含む食品検査について検討を行った。各検体からの遺伝子抽

出は，シリカゲル膜タイプキット法で，十分な量が確保されたが，PCR阻害物質が除去されなかった可能性があり通知

法に示された別の方法も検討する必要がある。また，アガロースゲル電気泳動のかわりに増幅バンド長やその濃度が定

量できるマイクロチップ電気泳動法の活用が有効であることがわかった。
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2.3 装置

ホモジナイザー：岩谷産業社製　ミルサーIFN_700

振とう機： TAITEC 社製　RECIPRO SHAKER

SR_2S

遠心機：コクサン製　H501FA

ベックマン製　CPKR CEntrifuse

KUBOTA製　5930

eppendorf製　mini spin plus

マイクロプレートウォッシャー：TECAN製columbs

マイクロプレートリーダー：BMG Labtechnologies製

FLUO star OPTIMA

吸光光度計：島津製作所製UV_2200

PCR装置：ABI社製Veriti200

電気泳動装置：ADVANCE社製Mupid_S

ゲ ル 撮 影 装 置 ： A T T O 社 製 ゲ ル 撮 影 装 置

AE_6932GXCF_U型プリントグラフ（Densitograph

Software：CS Analyzer ver 3.0）

マイクロチップ電気泳動装置：島津製作所製MultiNA

2.4 検査方法

ELISA法，PCR法，共に通知法に従って検査を行っ

た。

2.4.1 ELISA検査法の試料調製

粉砕均質混和した試料1gをプラスチック製遠心管には

かりとり，キットに添付の説明書に従って調製した検体

抽出液を19ml加え，ボルテックスで検体を分散し，遠心

管を横にして振とう機で1晩振とう抽出した（20℃）。pH

試験紙で抽出液のpHが6～8の間にあることを確認した

後，3000×g，室温で20分間遠心分離し，上清をろ紙で

ろ過しELISA用試験試料液とした。

2.4.2 ELISA検査

それぞれの試料液について，2種類のELISA検査（甲

殻類キット「マルハ」，FAテストEIA–甲殻類「ニッス

イ」）を行った。

2.4.3 PCR確認検査

試料はミルサーで粉砕して均質化を行った後，凍結乾

燥し，再び粉砕した後，通知法のDNA抽出精製法–シ

リカゲル膜タイプキット法の項に従ってDNAを抽出精

製し，試料原液とした。この試料原液について

200_320nmの範囲で紫外吸収スペクトルを測定し，DNA

の精製度とDNA濃度を算出し，通知に示されていると

おり，適宜希釈してPCR用試料液とした。このPCR用

試料液について，通知の定性PCR法の項に従ってPCR

増幅を行った。DNA増幅バンドの確認は，アガロースゲ

ル電気泳動の項に従って検査を実施した（エチジウムブロ

ミドの染色は後染色で実施した）。アガロースゲル電気泳

動後は，ゲル撮影装置で撮影し，専用の電気泳動パター

ン解析ソフトで解析して検出されたバンドの分子量を推

定した。また，同様にPCR増幅した試料について，マイ

クロチップ電気泳動も実施した。マイクロチップ電気泳

動測定条件は次のとおりとした。

マイクロチップ電気泳動測定条件

マイクロチップ電気泳動装置：島津製作所製

MultiNA

マイクロチップ：TypeDR_C

試薬キット：DNA_1000

染色試薬：SYBR Gold

DNAマーカー：Promega社製 φ× 174 DNA/Hae

Ⅲ Markers

参照 DNA マーカー：タカラバイオ㈱社製 20 bp

DNA Ladder

3 結果及び考察

3.1 ELISA法を用いた「甲殻類」の検査

今回，市販のキムチについて，検査項目「甲殻類」に

おいて，ELISA法で定量検査を実施した。今回のELISA

法による検査で陽性を示したキムチの原材料表示を表1，

また定量検査結果を表 2に示す。表 2に示すとおり，分

析結果はそれぞれのキットで10µ/g以上であり検査結果

は陽性であった（以下，この陽性を示したキムチをEPキ

ムチという）。しかし，表1に示すとおり，今回分析した

キムチの原材料表示には「アミ塩辛」があり，アミは，

今回表示が義務付けられた「えび」「かに」の範囲に含ま

表１　ELISA法で陽性を示したキムチ（EPキムチ）
の原材料表示

表２　EPキムチのELISA検査結果
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れない 1）が，今回使用した2種類のELISA法では擬陽性

を示す可能性があるといわれている 3）4）。また，アキアミ

と呼ばれる生物は，呼称にアミと入っており，アミ塩辛

の原料となることもあるが，サクラエビ科であり，今回

表示が義務付けられた「えび」「かに」の範囲に含まれて

いる。今回このキムチと何種類かのえび及びアミについ

て通知法に従ってPCR法による確認検査を実施した。検

査を実施した試料の概要を表 3に示す。

3.2 PCR確認検査

表3に示した試料について，DNA抽出精製法–シリカ

ゲル膜タイプキット法の項に従ってDNAを抽出精製し，

適宜希釈して作成したPCR用試料液の紫外吸収スペクト

ルから算定されたO.D.260/O.D.280比及び推定DNA濃度

を表 4に示す。O.D.260/O.D.280比は，バナメイエビ以

外，通知法に示されているとおり 1.2_2.5の範囲であり，

また，ピュア度及び低分子不純物や糖度の存在を示す

O.D.230値から，おおむね各検体からの遺伝子は抽出さ

れていると判断された。

PCR確認検査を実施した結果を表 5に示す。通知法に

よると，動物DNA検出用プライマー対を使用したPCR

反応では，370bp_470bpのバンドが確認され，えび検出

用プライマー対を使用したPCR反応では，187bpのバン

ドが確認されることとなっている。表 5に示すとおり，

EPキムチは，動物DNA検出用プライマー対及びえび検

出用プライマー対のどちらを使用したPCR反応検査でも

バンドが確認できなかった。これは，天日干し桜えび，

表３　PCR法検査を実施した試料の概要

表４　シリカゲル膜タイプキット法で調整したPCR用試料の紫外吸収スペクトルから算定されたO.D.260/O.D.280比
及び推定DNA濃度

表５　定性PCR法結果
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アミ塩辛，冷凍オキアミ，アカアミでも同様であった。

今回実施した検体の内，明らかにエビ類である生のバナ

メイエビは当然検出されたが，表示のないカニ風かまぼ

こにエビ由来の遺伝子が検出された。これは，原料であ

るスケソウダラは，甲殻類を補食していることから 6）加

工工程で消化管内容物が流出し，それらがすり身に混入

した結果ではないかと推測された。また，天日干し桜エ

ビやアキアミを使用したアミ塩辛の検査では，対象バン

ドが検出できなかったが，それぞれのPCR用試料液に，

甲殻類検出用陽性コントロールプラスミドを添加して

PCR確認検査を行っても目的DNAバンドを確認できな

かったため，何らかのPCR反応阻害があることが予想さ

れた。

3.3 アガロースゲル電気泳動法とマイクロチップ電気

泳動法

今回，目的DNAバンドの確認に，通知法に示されて

いるアガロースゲル電気泳動法だけでなくマイクロチッ

プ電気泳動法も実施した。どちらの方法でも専用の解析

ソフトで，検出された増幅バンド長を推定したが，検出

されたバンドの大きさは，表 5に示すとおり，よく一致

しており，マイクロチップ電気泳動法も活用できるもの

と思われた。

4 まとめ

今回，各検体からの遺伝子抽出は，シリカゲル膜タイ

プキット法で，十分な量が確保されたが，PCR阻害物質

が除去されなかった可能性があり通知法に示されたイオ

ン交換樹脂タイプキット法，CTAB法等，別の方法も検

討する必要性がある。また，アガロースゲル電気泳動の

かわりに増幅バンド長やその濃度が定量できるマイクロ

チップ電気泳動法の活用が有効であることがわかった。
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